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第 1節無菌海演の発育とL.bi五dus
単感染海狽及び重感染(L. 
bifidus十 E. coli M 1) 海狽
の発育比較
第 1項無菌海演の発育
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呈d蜘第 I章緒 言問
1900年 Tissierω が乳児糞便より Lactobacillus
bifidus (以下L.bi自dus と記す〉を分離発見して
以来，乳児の栄養並びに乳児の腸管内感染lζ於ける
L.bifidusの役割は甚だ重要視され，これに関する
幾多の業績が報告されている。 L.bifidusは，母乳
栄養児の腸管内には 90%以上，殆んど純培養の形
で検出され〈2〉，人工栄養児の腸内菌叢が複雑で，
L. bifidusが非常に少なく，大腸菌が増殖して且つ
アノレカリ性に傾いているのに反して，母乳栄養児で
は，腸内菌叢比較的単純で，酸性である事は， Es-
cherlich (1886)，Moro (1900)，Eitel (1914)， 
Sittler (1908)以来既知の事実である。亦一方，母
乳栄養児は，人工栄養児に比べて種々の感染に対し
て抵抗力を示し，殊に腸管系伝染病Iζ躍患する事は
少なく，たとえ躍っても容易に侠復して，重症化す
る事は少ない。母乳栄養児と人工栄養児との問に，
ζの様な生理学上の相違の起る理由として，腸管内 
pHと共に L.bifidusの優勢があげられている。
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文 献

即ち，人工栄養児は細菌学的にみると既に病的状
態にあると言っても過言ではなく〈へ母乳栄養児 
を一旦人工栄養lとすればL. bifidus の消滅が起 
って，伝染病に対する防禦力が減弱する事実から，
乳児腸内菌叢lζ於ける L. bifidusが甚だ優れた 
存在である事がわかる。このように天然栄養児の優
秀性をもたらす原因は食飼成分による事も考えら
れるが，一方自然、界に於ける微生物相互間の拾抗
或いは共生現象が，腸内細菌の聞にも存在する事が 
考えられ， L. bifidusの腸管病原菌に対する措抗作
用が大きな役割を果しているものと言われ，これに
関する研究も数多く見られる。L.bifidus による桔 
抗作用の機転としては， L. bifidusが腸管内に増殖 
して，乳酸を作る事により pHが酸性に傾き，自ら
の発育児益々好条件を作る反面，中性叉はアルカリ
性に至適発育 pHを有する他種病原菌応対しては逆
に不利な条件を作る為に， pHの変動が重視されて
いる様である。また拾抗作用の機転に関しては， 
pH以外の因子として或る種の抗菌性物質の産生も 
考えられて居るが，一方，詑摩教授(4)等は，細菌間
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lと於ける栄養素の争奪を拾抗作用のー因子と指摘し
ている。即ち，母乳栄養児の腸管内では，栄養要求
の厳しいL.bifidusが優勢である為に，他の細菌
の栄養素が少なくなって繁殖出来ないという。亦 
R. Kuhn(5)によれば，母乳中にはL.bifidusの増
殖を促進させる物質があると言い， Bifidus factor 
と呼称され，今迄合成された Bifidusfactorのう
ちで， αの方は全然、効果は無いといわ・れているが，
β.methyl-N・acethyl-D-glucosaminideが人体実験
で一番よく効くと言われ論議されている。
私共の教室に於ては 40余年間腸内細菌の研究を
続けて来たが，その役割についてはまだ十分K明ら
かにされていな~ '0ζ の様な未知の生命現象を研究
するに当って無菌動物を用いることが有利である。
一般の自然、動物と違った無菌動物る用いる事は，細
菌感染という生体反応陀大きな影響を与える一つの
修飾条件を消失しているのみならず，飼育環境，飼
料等を一定の条件K保ち得るので，複雑な生体反応
を，かなり純粋な場に於いて観察し得る利点があ
る。本教室の無菌飼育は赤沢(6) (1942)が既に鶏K
ついて成功しているが，第二次大戦後再び腸内菌の
生理学的意義に関する研究の必要性から無菌動物の
飼育を始めて，その動物に腸内菌を選択投与して，
その菌の生理学的意義を究明する実験を行って居
る。乙の研究の一環として，著者は谷川教援の命に
より，田波助教援(7)が新しく考案作製した HMCー2
型無菌飼育タンクを使用し， 無菌飼育海狽に L. 
bifidusを投与して， その影響について研究したの
で報告する。実験動物として選んだ海涙は，周知の
如くヴィタミン Cの基本単位動物であるが，腸内菌
叢はL.bifidus圧倒的に多く，本教室・山田(実) 
(8)の研究成績によると， L. bifidus 73.0%，Enter圃 
kokken 7.4%， L. acidophilus 4.8%，Hefe 3.0%， 
Coli-gruppe 0.8%，その他は Staphylokokken， 
Heu・gruppeで、あった。以上の様な腸内菌叢を有す
る海猿を用いて， L-bifidusの感染に関する実験を
行ってみた。
第 11章実験方法
第 1節無菌海漢の飼育
実験に使用した無菌飼育装置は 1956年，田波助教
援設計， 東京製作所作製による HMC-2型で手術
タンクー基，飼育タンクニ基，空気灼熱滅菌器，空気
冷却器，空気加温器，グラスウールフィ Jレター，飼 
料滅菌器，ジャーミサイダノレタラップ，二重ザイツ
フィ Jレターより成っている。飼育タンク及び手術タ
ンクの手袋はネオプレイン製又は特殊合成ゴム製の
もので，タンク内面に特殊リングで固定され，タン
ク内操作はすべてこの手袋を介して行われる。
実験lとは，厳密には純系の海演を用いるべきであ
るが，現在の状況では入手困難の為，当教室飼育の
自家交配Iとよって得られた近親系の海演を使用し
た。恥骨結合の開裂状況及び体重増加速度比ょっ 
て，妊娠未期と推定された母獣は手術タンクに於て
帝王切開術がなされる。摘出された仔獣は予め飼育
に必要な備品を納めて滅菌連結しである飼育タンク
内え移送され，かくて無菌飼育が始まる。この期聞
中は連日 24時間交代で勤務し，飼料・水の投与，ピ
タミンCの投与，タンク内の温度・湿度の調節，送
気量の調節，タンク内の清掃整頓，体重測定及び海
狽の一般状態の観察， タンク内飼料の残量等K注
意して，備えつけの無菌海狽飼育日誌に記入する。
(1) タンク内備品
無菌海猿飼育に必〉要な用具は予め飼育タンク内l乙
納めて滅菌する。乙れにはタンク丙の天井に固定し
である天秤及び分銅，温・湿度計，乳鉢，乳棒，秤
量カップ，ピペット，飼料瓶，細菌検査用培地(チ
オグリコレート培地)，試験管，大小ピンセット，
鋲，ビタミンアンプル格納缶，ガーゼ格納健，汚物
缶，飼育龍等がある。更にこの他に乳飼料瓶，回形
飼料缶，水コルベンが入るので，限られた容積の中
R此等多くの備品を整頓して納め，手袋を介して行 
うタンク内操作の円滑性を妨げない様にしなければ
ならない。また，ガラス器具の破損や金属器具によ
る手袋の損傷に注意しなければならない。
(2) 温 度 
飼育タンク内温度は最初 24時間は 300C，以後少
しずつ温度を下げて 3日日比 260Cとし， 7日目以
後は 230C__250 C になる様に調節する。 
(3) 湿度
飼育タンク内湿度は 60%--70%を保持するよう
に努める。タンク内は糞尿及び乳飼料・水がある為
に湿度が上り易いので汚れたガーゼ類は蓋付き汚物
缶に入れる。 
(4) 給飼
乳飼料・水及びビタミン Cは生後 18時間から与
える。乳飼料は宮川教援の研究室で小林博士ωが創
製した NG-27を用いている。 ζの飼料は内径2.5
cm，長さ 15cmのガラス小瓶に分注して滅菌した
ものを最初 4--5日は 3時間おきにピペットに与え
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ているが， ζの援乳は海狽各々の食慾に応じて，適
当量を強制給飼にならないように与えるのである
が，飼育日数の経過と共民間隔を延長し，自由摂食
をする様になれば漸次ピペットによる援乳を廃止す
る。 NGー27は生後 20日まで 10cc/1日より 20cc/ 
1日に増量して与える。亦滅菌後，半凝固状態にな
る時があるが，この時は乳鉢と乳棒でよく磨滅・撹
持してから与えるようにする。
固形飼料は同じく小林博士が創製した中成獣用1 
NG-36(9)を用いているが， 生後5日目よりとれを
与え，生後 20日まで 5g/l日から 10g/l日に漸増
して与える。 20日を過ぎると NG-27は止めて NG-
36のみ 20g/1日与える。 NG-36も乳鉢でよl く磨砕
して与える様にする。 
ビタミン Cはやはり生後四時間から，ピペットを 
用いて経口投与するが，生後 30日まで隔日 K10mg 
宛， 30日以後は 25mgとする。
以上の他lと鴻紙片を与え，亦水に併用して時々
0.85%の食塩水を与える。
乳飼料・固形飼料・水は個々のケージ内に備えら
れた飼鉢に入れて自由摂食させるのであるが，その 
量は 3時間毎の観察に於て残りが殆んど無くなる分
量が最も望ましい。残った飼料はふきとり，常に新
鮮な飼料と水が飼鉢中にあるようにしておく。 
(5) 体重測定
海演の体重は，毎朝飼料投与前に秤量し，この際
飼育龍の敷ガーゼを交換する。
この他，海狽の一般状態を観察し，脱毛，足眠部
の潰蕩，脱虹，へJレニア，麻痔の有無及び糞便性状 
に注意する。援乳後はガーゼで口・鼻の周囲を清潔
に拭きとり，下腹部を軽く按摩して大小便の排世を
うながすようにする。 
(6) 無菌試験
動物の無菌飼育において，最も大切な点は無菌度
の維持である。飼育期間中に於ては生体検査によ 
り，予め滅菌搬入しであるタンク内のチオグリコレ
一ト培地 (T.G.C培地〉を試験管に分注して， 乙 
れに可検物である胎児羊膜，糞便・飼料・口腔及び
肝門を清拭したガーゼ片・タンク内を清拭したガ
ーゼ片・体毛等を投入して飼料滅菌器を用いて外
界にとり出し， 220 C，300 C，及び 370Cの恒温器中
iC:24時間保存したものを各種培養基に塗布又は投
入して細菌検査を行う。
万一タンン内に細菌が侵入した場合には，タンク
内は閉鎖環境で排世物の処理が不自由であり，叉温
度・湿度が適当で、ある為に細菌の繁殖には好条件の
環境となり，更に無菌動物は細菌感染に対する抵抗
が弱く，忽ちにして細菌増殖の場となって全身が汚
染され，非病原菌によっても，無菌動物には病原的
iC::働くときすらあり得る。飼育タンク内に細菌が侵 
入すると，長い間の努力と労苦は一瞬にして水泡に
帰するので常に万全の処置と注意を怠つてはならな
t'o 
第2節使用菌株の分離・性状
第 1項 L.bifidusの分離・性状
教室に於て自然飼育せる母獣海狽の糞便より分離
したL.bifidusを実験l乙使用fした。母獣より採取
した新鮮使の階段稀釈液を， Zeisslerのブドウ糖血
液平板に塗布して，柳沢・藤川(10)氏が改良した
Varney氏黄燐法で， 370 C， 4日間嫌気培養を行
い，発生したコロニーからグラム染色及びナイセノレ
染色lζて菌型を検査し，他方別の平板2枚宛lζ劃線
塗布してーは嫌気培養，ーは好気培養を行って，発 
生したコロニーより再び塗抹標本を作って菌形を確
かめた後，パラフィン重層肝片加・肝臓ブイヨン
(L.L. B)に移植増菌.し， 各平板培地に全く同ーの
コロニーが発生する状態になるまで培養をくり返し
て，ーは保存菌株とし，ーは同定に使用した。著者
は Zeisslerの血液平板と共K，本間(11)の培地も併
用して参考にした。実験に使用した菌株は最も発育
のよい菌株で， その性状は Bergey(12)の記載に一
致し，次の通りである。 
(1) コロニーの所見
Zessler血液平板に於ては， 1~3mm の半球状隆
起で，黄色乃至褐色であり，中央部が特に紅褐色を
呈するものである。不透明，正円或は類円形で表面
は肉眼的には平滑であるが，平板顕微鏡によると粗
槌で艶消状をなしている。本聞の培地では，半球状，
乳白色で直径 1~2mm のコロニーであったが，
Zeissler血液平板に比べて発育は稿々劣るように思
われた。
(2) 菌形及び染色性
若い培養ではグラム陽性であるが，古くなると陰
性に傾く。乙の場合でも異染体だけは陽性に染ま
る。ナイセル染色で、異染体が認められるのも特徴の
一つである。長さ約 4μ，巾約 0.7μ の梓菌で， 2~3 
箇の菌が一端で結びつき，放線状に並らび， Y字型・
になり， あたかも分岐している如く見える事があ
る。叉クラブ型や，一端が癌状のものもあるが，若
い培養では梓状のものが多く，古い培養では分校状
-454- 千葉医学会雑誌 第36巻
のものが多くなる。即ち多形性である。運動性はな
(3) 抵抗性
ブイヨン培養では室温で 1カ月間生存し， 60oC. 
15分で死滅する。酸に対する抵抗は強く， 1%の酷
酸又は乳酸を含有したブイヨン中でも 2~3 日は生
存する。
(4) 糖分解 
Glucose，Mannose，Maltose，1nulin，Lactose， 
Saccharose，Salizin，Laphynoseを分解して酸を 
形成するが， Alabinose及び Xyloseは分解しな 
かった。
(5) 生化学的性状
Methylred反応陽性，カタラーゼ反応陽性， 1ト
dol反応陰性，硝酸塩還元作用陰性， Voges.Pros-
kauer反応陰性，中性紅還元作用陰性，ゼラチン液
化作用なく，硫化水素発生も認められなかった。ラ
クムス牛乳の脱色は認められるが，凝固は軟かく，
亦は 3~4 日で不規則な凝塊を認める程度で L. aci圃
dophi1usの如く著明ではなかった。ガス発生はな 
、。L
偏性嫌気性菌で， 370Cが至適温度である。海狽
に対する毒性はない。 
L. bifidusの同定法は未だ不完全であるが，同定
の根底としては，コロニーと細菌の形態，異染体の
証明，嫌気度，至適温度，更には格末産物である乳
酸の施光度等であるといわれている。 
第2項 Escherichiacoli M 1の分離・性状
教室の菅沼が母獣海狽より分離・同定したもの
で，血清学的には 0-104K一致する。 この 1株を
実験K使用した。 Eosin-methylenblue(E. M. B) 
培地を用いて好気培養を行った。 Eschet'ichiacoli 
M1 (以下 E.coli M 1と記す)を無菌海猿に経口
投与すると，有害的に作用して全例死亡し，敗血症
を思わしめる所見を得た。著者は無菌海狽に対する
有害菌として，乙の菌を実験lζ使った。
第3節菌の搬入・授与 
L.bifidusは，パラフィン重層L.L.Bの保存菌
株より改めて Zeissler血液平板に塗布し， 嫌気培
養 370C，4日間で生えたコロニーから予め無菌試
験を行った牛乳培地に植えて， 24時間嫌気培養し
海演にピペットで経口投与した。 
E. coli M 1は普通寒天 3TC，24時間培養で生え
たコロニーより，滅菌生理的食塩水で菌浮遊液を作
り， L. bifidus投与後 6日目に経口的lζ重感染さ
せた。
乙れらの牛乳培地及び菌稀釈液は，無菌箱中でア 
ンプル封入を行い，ジヤ{ミサイダJレタラップを通
して飼育タンク内に搬入した。搬入菌量の推定は白 
金耳による生菌数の算定を基準にした稀釈法を用い
て行うか，浮遊液の潤濁度を測定して行う事が出来
る。この実験民投与した菌量はL.bifidus，E. coli 
M1共lζ 107であった。 
第 4節糞便菌検査・腸管各部誠毛間隙内菌検査 
L.bifidus単独投与による感染定着状況及びL.
bifidusと E.coli M 1を重感染させた場合の措抗
並びlζ共生現象について，糞便内菌数の算定と，腸 
管各部の繊毛間隙内菌数の算定を行なってこれを確 
かめた。併せて東洋櫨紙にて‘ pHを測定した。 
糞便内菌数の算定は，検査すべき海狽各匹の龍の 
敷布を更新し，排便をまって直ちにこれを各匹別々
の試験管に採って，タンク外l乙搬出して一定量を秤・
量し，小乳鉢で滅菌生食水で磨砕撹持し， ζれを原
液として階段稀釈を行い，各稀釈液 1滴宛を平板培 
地i乙塗布して培養し，生えたコロニー数を計算して
生菌数の消長をみた。
腸管の繊毛間隙内菌数は，実験終了後，即ち生後 
40日自民タンクを開放して海狽をとり出し，心臓
穿刺によって採血を行って死亡せしめ，直ちに開腹
して空腸・回腸・大腸の各一定長を切除し，更に縦
軸lζ沿って切り開き教室の山田(正)が行ったよう
1<:，生食水を各々 10cc宛分注した試験管3本を並
べておいて，順次各腸管内容の糞便を洗い落す。乙
の際3本目の試験管中の細菌数が 103以下になる程
度に洗樵する必要がある。次いでこれらの腸管の重
量を無菌的に秤量して，小乳鉢にて 5ccの滅菌生
食水にて十分に磨砕する。これを原液として各階段
稀釈液を作り平板培地に塗布・培養して夫々の菌数
を分離算定した。 
L.bifidus については Zeissler血液平板及び本
聞の培地を使用し，嫌気培養4日聞にて発生したコ
ロニー数より糞便 19中の菌数を算定した。 E.coli 
MtKは E.M.B培地を使用し好気培養 24時聞に
て発生したコロニー数を計算して，糞便 19中の菌
数を算定した。
第 111章実験成績
第 1節無菌海狽の発育と L.bifibus 単感染海
狽及び重感染 (L.bifibus+E. coli M 1) 
海狽の発育比較
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第1項無菌海演の発育
3匹の母獣より帝王切開により摘出した無菌海猿
8匹について無菌飼育をしたが，うち 2匹は生後20
日迄に，脱虹，下痢を起して死亡した為f[，他の 6匹
につき無菌飼育を続けて 40日間観察した。一般状
態として自然飼育海狽K比して体毛が粗粧で光沢が 
なく，脱毛し易い。糞便は軟便乃至下痢便になる傾
向を示した。尚死亡した 1匹には後肢の麻痔がみら
れ転倒し易くなった。体重増加傾向は，増加率を示
すと第 1表の如くで，初期体重減少は生後2日乃至 
3日自に著明で，最大ー20%，最少ー3%であった。
初期体重減少は大体 1週間前後で生下時体重に復し
以後順次増加する。 40日飼育で最大増加率は 134
%，最少増加率は 88%であった。最大・最小及び
6匹の平均体量増加発育曲線は第1図のようであ
る。初期体重減少は，帝王切開という不自然な侵襲
l による為もあろうが，帝王切開実施時期を早きに失
しないようにすることにより，また飼育方法の適切 
さにより最少限の体重減少で喰い止められる。飼育 
期間中は 3日乃至5日毎f[T.G.C による無菌試
験を行い，何れも陰性であった。 、
第2項 L.bifidus単感染海狽の発育
3匹の無菌海狽について，無菌試験にて無菌.であ 
ることを確かめた後，L. bifidusを経口投与して単
第 1図 無菌海狽L.bifidus単感染海浜
体重増加曲線 
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感染を起こさせ，各匹の発育状況を生後40日まで 
観察した。菌投与は 17日自に各匹に 107宛であっ 
た。一般状態としては糞便性状は有形使となり褐色
で，無菌海猿群lζ比して良く，自然海猿に近い糞便と
なったが体毛は無菌海狽群と殆んど変らなかった。
3匹とも比較的食慾もよく，運動も活発であった。
体重増加は第2表のようである。殊 f[ L. bifidus 
投与後7日間位は体重増加が著しく，注目すべき点
である。L.bifidus単感染群にては，飼育 40日目で
170%乃至 190%の体重増加率を示し， 無菌海演の 
体重増加率にくらべてかなり良い結果である。乙の
比較は第 1図の如くである。L.bifidus単感染群で
最も体重増加率が良いという事は，初期体重減少が
少なく，帝王切開の時期が適当で、あったとも言える 
が，それKもましてL.bifidusが発育に好影響を
与えたと考えられる。 
第3項重感染(L.bifidus+E. coli M 1) 海猿
. の発育
L.bifidus単感染海狽群とは別f[，他の飼育タン
クに於て重感染を起ζさせて，その発育状況を観察
した。 E.coli M 1 は無菌海狽に対して有害的に作
用する事は菅沼の実験で明らかにされているが， 
L.bifidus単感染海演に E.coli M 1 を投与して，
一般状態及び発育児及ぼす影響を(観察した。L.
bifidus単感染群と同様民生後 17日自に L.bifidus 
を投与し，更に 6日後， E. coli M 1 を投与して重
感染を起こさせた。 2匹について実験したのである
が，その体重増加率は第3表のようである。 E.coli 
M 1投与後， わずかながら体重増加率は抑えられる
ようであるが，一般状態・糞便性状は L. bifidus 
単感染群と殆んど変らなかった。体重増加曲線は第 
2図である。 
fl' 
E. coli M 1単感染K見られるような有害作用は，
重感染海猿では見られず，飼育 40日目まで体重減
少もなく発育した。
第2節	 L. bifibus単感染海狽の糞便内及び腸管
名部繊毛間際内菌数
無菌試験l乙て無菌であることを確かめた 3匹の海
狽f[，第E章，第3節lと述べた方法lとよりL.bifidus 
をピペットで各匹lと経口投与した。菌投与は生後 
17日目である。菌投与後の糞便内菌数及び pHは
第4表の通りである。投与されたL.bi宜dusは次
第に増殖して 6日乃至9日目で 6.9x109/1g乃至 
8.5X 1010/1 gで，以後大体 109/1g程度の菌量を維
持した。一匹では常に 1010/1gの菌量を保ってい
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第 3表 重 感 染(L.bifidus+ E.Coli 
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7こ。糞使の pHは菌投与後9日目で 5.4のものが2 った。腸管各部繊毛閣隙内菌数は柱状グラフで示し
匹あったが一定の変化は認められなかった。糞便内 た。以上の実験成績からみると， L. bifidusは無菌
菌数曲線は第3図のようである。生後 40日自に心 海漢に定着し，発育に対しては有効に作用したと
臓穿刺で死亡せしめ，その腸管各部の繊毛間隙内菌 思われる。
数をみると， 第 5表のようである。L. bifidus単 第3節重感染 (L.bifidus十E.coli MJ海猿
感染海猿では空腸に於ても菌が検出され，大腸では の糞便内及び腸管各部繊毛間際内菌数
最も多かった。 pHは空腸が低く，大腸で柏々高か 生後 17日目の無菌海猿l乙L.bifidusを夫々 9.4x 
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(L. bifidus投与より 6日目)K，E. coli M 1を夫 M 1投与後3日乃至 5日自に最大に達し， 以後減少
7 7々4.08x10 及び 6.21x10 宛経口投与した。日を している。
追って糞便内の L.bifidus及び E.coli M 1 の菌 糞便の pHは一定の関係が見出せなかった。 E.
数を平板培地より分離算定し，併せて糞便の pHを coli M 1単感染海猿については菅沼が実験している
測定した結果は， 第 6表である。 この例では L. が，この場合は E.coli M 1が急速に増加して全例 
bifidus については，単感染海猿と殆んど同様な菌 3~7 日 lこして死亡しているが， 重感染海狽に於て
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第 2図 重感染海狽(L.bifidus十E.csli M 1) 日自民殺して腸管各部の誠毛隙内にある両菌数をし
体重増加曲線 らべた結果は第7表の通りである。 1匹では空腸に1111111111+l14mml I L I - -
I L i - -
叩十 
ωω
於ては全く菌を検出しなかったが，各腸管lζ於ては
① 
何れもL.b泊dus優位の定着状況を示していた。
② 
これら 2匹の糞便内及び腸管繊毛内菌数の消長は第- C H 9 -E v - -
mm 
第 1節，第2節，第3節に於ては，無菌海演に対
開門 
一
，拍初
4図 (1)及び第4図 (2)に示した通りである。
第4節 自然海棋を用いる L.bi:fidus投与実験
FeF-
するL.bifidus単感染及びL.bifidus .E. coli 
Z ω
M 1重感染の実験を行って， その発育児与える影響
及び菌数の消長をみたのであるが，更に教室飼育の
自然海狽R.L.bifidusを投与して， 自然飼育の状
態で， その発育・糞便及び pH・糞便内菌数(L. 
白色  
白河印町山岨
∞ 
ω
体重増加一グ拍---
ωmm0mm 
は，例数は少いが， 2匹とも生後40日まで飼育出 は出生後20時聞から 24時間の仔獣で生後40日ま
来た。 この実験成績から， L.bifidusは E. coli で観察した。飼料は麦・豆粕・ふすま・脱脂粉乳・
M1 の発育を抑制しているものと思われる。飼育40 魚粉及び緑菜を朝夕餌鉢に補給し，水は随時与えて 
第 4表 L.bifidus単感染海摂糞便内菌数及び pH.
bifidusと E.coli について)・腸管各部繊毛内菌
数を実験してみた。
投与したL.bifidusは無菌海狽実験に使用した
菌株で，同じく牛乳培地に 24時間嫌気培養したもt m ， おい 一口数1
日 30 35 40 
のを， ピペットで経口投与した。実験応用いた海狽
育飼 
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第 3図 L.bifidus単感染海摂糞便内菌数
曲線と腸管各部紋毛間隙内菌数 第 5表 L.bifidus単感染海摂賜管紋毛間隙内
菌数及び pH.
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第7表重感染海摂 (L.bifidus+E. coli) 
賜管紋毛間隙内菌数及び pH.
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第4図 (2) 重感染(L.bifiduo十E.coli M 1) 
海J冥の糞便内及び腸管紙毛間隙内菌数 
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飼育した。
第1項発育
自然、飼育海漢に於ても毎朝一定時聞に体重を測定
した。 3匹の体重増加率は第8表に示す通りであ
る。これによると初期体重減少は殆んど見られず，
唯 1匹だけが生後 3日目 Ic-2%の減少をみただけ
で順調に発育し全例とも 40日目では 200%以上の
増加率をみた。然し ζの問， 18日目と 27日目， 28 
日目， 29日自に一過性の体重減少をみている。一
般状態として発毛状態も良好で，艶があり，運動活
発で四肢の麻痔も発現せず， 脱匹もみられなかっ
た。体重増加曲線は第5図である。
第2項糞便及び pH
糞使は幼若な時程褐色調が強く，成育するにつれ
第5図 L. bifidus投与自然海狽体重増加曲線 
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第 9 表 L.bifidus投与自然海摂糞便内菌数及び pH. 
:1
 3 6 9 ，13 20 24 29 32 40I (39)ぶ (0) (2) (5) I (8) I(12) I(19) I(23) I(28) (31) 
L. 設×お7 ↓3.21 x107 9.27bifidus 
11E. coli 6.3x103 
X 108 1.03x 109 1.1x109 3.06x107 8.4x 107 5.12x106 6.8xl07 8.4x105 。 。 。 。 。 。 。 。 
pH. 5.6 5.2 5.4 5.4 5.2 5.0 5.2 5.4 5.6 
1.4 x108 8.42X 108 5.01 x109 4.54X1O[ 2.7x107 6.0x 10618.91 X 105 3.2X 10518.2X 104 。 。 。
S
。 。 。2.5x 104 o 	 0 
5.2 5.4 	 5.25.6 5.4 5.2 1 	5.4 5.4 I5.6 
th品pacH血oulJ|嘉× 叩凹伊5x1臼	0削8伊x1お2↓6品到d品耐E 伊1ω013以	 0刈 ω1 
31E. colil 18.24x 1041 0 0 
5.6 1. 	5.0 5.6 
0 0 0 0 0 1' 0 
5.2 5.4 r 5.0 1 5.2 5.0 5.2 
程度に増加したが，菌投与後 19日日頃より粉々減、とも検出きれなかった。回腸と大腸に於けるL.
少の傾向が見られた。 E.coliはL.bifidus投与後 
2日目には103/1g乃至 104/1gの菌数が認められ
たが，それ以後は毎回 1箇のコロニーも発生せずに
終った。
各匹の糞便内菌数の消長は第6図①，第6図②，
第6図①である。
著者の実験では， L.bifidusと E.coli t:けに
ついて各匹の菌数をみただけで，他の菌については
行わなかった。
第4項繊毛間際内菌数
飼育 40日目，即ち L.bifidus投与後39日日比
心臓穿刺lとより殺し，その腸管各部の菌数をしらべ
?こ。その結果は第 10表で，菌数を柱状グラフで表
せば第6図の①，①，①である。腸管各部に於ては
E. coliは全く検出きれず， また空腸に於ては両菌i
第 10表	 L.bifidus投与自然海狽賜管紙毛間
菌数及び pH.
bifidusの菌数は，略々同数か，或いは僅かに大腸 
の方に多かった。 pHについては腸管各部による差
は見出せなかった。
第 IV章者 察
母乳栄養児は，人工栄養児に比べて，発育が良く，
腸管系伝染病に対する抵抗力が大きく，あらゆる点
で前者が優れている。母乳栄養児の優秀性は，腸管
内菌叢の相違にあり， しかも菌叢の特異性を示す主
役は嫌気性菌，特Ic:.L.bifidusである事は，現在異
論のない所である。母乳栄養児に於けるし bifidus 
優勢の原因は， L.bifidusの他種細菌l乙対する桔抗
作用が重視されており，幾多の業績がある。 1887
年 Pasteurが微生物相互間K拾抗作用のある事を 
示唆した。野竿(1 (1924)はL.bifidusと腸内病3) 
原菌とについて，菱刈(14) (1925)は牛乳培地にて
乳酸菌と腸内病原菌，大腸菌，腸球菌との聞について
措抗作用を認め，天児(15)(1926)はL.bifidusがよ竺~回 賜 大 賜
1 
L.bifidus 
E. coli 
pH. 
。。
5.8 
1.12X 103。
6.0 
8.64x103。 
5.8 
2 
L.bi五dus
E. coli 
pH. 
。。
6.2 
2.8x102。
6.0 
5.36x103。 
5.6 
3 
L.bifidus 
E. coli 
pH: 
。。
5.8 
4.2X 102。
6.0 
3.88X 102。 
5.4 
チフス， パラチフス菌に対し強力に措抗して 24--
48時間後にこれらを死滅せしめたと述べ， Adam(16) 
(1925)はL.bifidusの増殖が E.coli の感染に
対して防禦作用を営んでいる事を記載している。ま
た Martelly，BienstockC17l (1910) は嫌気性腐敗
菌応対する措抗作用を認め，直宮(18) (1937) も志
賀菌，駒込 A，B菌，大原菌等を抑制する事を報告
し， Mayer(19) (1910)は肺炎双球菌， 変形菌の発
育を抑制する事を報告している。大腸菌との拾抗作
用については，岩井(20)(1936) によって報告され， 
48~72 時間では大腸菌が完全に死滅すると述べ，矢
空 105'Ij/，
1/，
地 11)1 1// 
L.tifidus (単独培養) 
E. coli 0←104 I単独崎養「 
9cc ~V- t' 
E. coli 0-1加 1混合培養} 
-462- 千葉医学会雑誌 第 36巻
吹く21) (1954)は M.P.N生菌数測定法により， L. は有名である。乳酸菌を経口的K与えて，その影響 
bifidusの大腸菌lζ対する拾抗現象を証明し， 諸橋 について研究した業績も数多くあるが，いずれもか 
(22) . (1958)は病原性大腸菌応対する拾抗作用につ なりの治効があったと報告されている。 
いて述べている。以上の如く試験管内実験に於ては L.bifidus による括抗作用の機転としては，従来
L.bifidusが諸種腸管内病原菌を抑制している結果 乳酸産生による pHの変動が重要視されて居る。
が発表されているが，一方生体内に於ても拾抗現 著者も無菌海演に投与した菌株を用いて試験管内実
象の行われる事が証明されている。即ち高林(23) 験を行い，菌数と培地 pHの時間的変化を観察し 
(1942)は白鼠K L. bifidus を優勢に発生させる た。基礎培地には 2%ブドウ糖加肝臓ブイヨンを使
Bi五dus食餌を与えて腸管内1<= L.bifidus優勢菌 用し， pH 7.0とした。 乙の培地ι無菌海狽実験に
叢を作った白鼠群と，非 Bifidus食餌を与えた白 使った L. bifidus及び E. coli M 1 を単独に，及
鼠群とlζ対して赤痢菌を経口的 lと与え， その結果 び両菌の近似量を同時に混合培養して，滅菌流動パ 
Bì五dus 食餌群では 12~24 時間で赤痢菌の検出率 ラフィンを重層して嫌気培養を行い，一定時間毎に
は低率となり，叉L.bifidusの検出率の高いもの程 菌数を平板培地のコロニー数より算定し，併せて培
赤痢菌の検出率が低かったという。中尾(24) (1952) 地の pHを測定した。その成績は第 11表の如くで
はチフス菌lζついて同様の実験を行い， L. bifidus ある。L.bifidusは時間と共に徐々に増加し， E. 
の拾抗現象を証明した。また JI面(25) (1953)は鼠 coli M[ は比較的速く増加し， 72時間ではL.
チフス商に対するL.bi五dusの拾抗作用を白鼠腸 bi五dusは 106/1cc，E. coli M[は 105/1ccの菌数
管内で証明している。既に 1908年， Metschniko旺 を示しているが，混合培養では 48時間以後は E. 
(26)がヨーグルトを飲用する乙とにより，乳酸菌が coli M[はOとなっている。また培地の pHも時間
腸内に増殖し，乳酸が産生されて腸管内 pHが低く と共に低くなり，殊K L.bifidusの方が著明であっ
なり，諸種の腸内腐敗菌，病原菌iζ対して桔抗作用 た。第7図は菌数の時間的変化であり，第8図は培
を営んで長寿を得るという，不老長寿論を唱えた事 地 pHの時間的変化を示したものである。即ち試験
第 11表L.bifidus単独・ E.coli 0-104単独及び混合培養に於ける
菌数(培養液 1cc中)と培地 pH.の時間的変化 
6 12 24 36 48 7277¥竺:J 0 
1.54x 105 5.52x105 1.06x 106 2.54x106 3.82x107 9.36x107 1.09X 106菌数 
L.bifidus単 
pH. 6.0 4.6 4.4 4.2 4.07.0 5.41虫
 
培
 2.56X 108 1.92X 108 1.14x108 2.56x106 9.2x1051.69X 103 4.2x106菌数E. coli 
善 0-104 pH. 4.4 4.4 4.4 
03x107 1.1X 107L.bifidus 2.25x107混 
lL 

口
 E. coli 。 。4.0x107 
7.0 
菌数 2.42x 
菌数 1.64x10-104 
5.6 5.2 
105 四×十
03 5.25X 105 i8.53X 107 
4.8 
3.74x106 1.
4.45x 107 
培 
4.25.6 5.2 4.6 4.07.0 3.8養 jpH 
第7図 菌数(培地1.0cc)中の時間的変化曲線 第8図 培地 pHの時間的変化曲線 
I.O 
10' 
1伊 
10' 
4.0 
j¥1j lC戸
24 36 48 
時間一一一ーや 
t告 
.1 
E. coli仏 104(単独培養l 
L. bifidu$ (単独培楚l 
~ 1伊 町匂-_・混合培養 
'72 
0612243648 i2 
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管内実験に於ては明らかに括抗現象が見、られ，培地 
pHもL. bifidus の増殖を共に酸性が強くなる結
果を示した。 
ζの試験管内実験成績は，先に述べた試験管内拾
抗作用の文献と全く同じような結果で，培地 pHの
変動が細菌間拾抗現象の一因子をなしている事を証
明している。L.bifidus による拾抗作用の因子とし
ては，従来乳酸産生による pHの変動が重要視され
ているが， 乙の他に抗菌性物質の産生及び細菌聞に
於ける栄養素の争奪が一つの因子をなしているので
ないかという考え方もある。また R.Kuhnは， 
Bifid usfaetorというものが母乳中に存在していて，
このものが母乳栄養児の腸内菌叢R.， L.bifidusを
増殖させる因子となっている，と説いている。著者
の実験に於ても，自然、飼育海演の発育が最も良好で
あった事から，母乳中の Bifidusfactorの影響も無
視出来ないが，糞便内菌数をみるとL.bifidus投 
与後， E. coliが全く消失している。海猿lζ於ては 
元来， L. bifidusが多く， E. coliが少い為I r.，両
菌の拾抗現象がはっきり現れたものと思われる。 
L.bifidus単感染海狽に於ては，無菌海演より発
育良好で，すべての例で 1日10g以上の体重増加
をみた。乙れは特筆すべき点である。また，無菌海
演の場合は Bifidusfactorというものを含まない人
工飼料であるので， L.bi自dus の発育に及ぼす影
響が非常に有効的であったと考えられる。尚腸管各
部よりもL.bifidusが検出され L.bifidus の定
着が見られた。更に，L.bifidusを先に経口投与し，
後から E. coli M1 を投与して重感染を起こさせた
海猿では，E.coli M1投与後一時体重増加が停滞し
たが，僅かながらも生長し，無菌海猿より良い体重増
加率を示した。此の時lζ使った E.c，oli M1は単独
投与では，海演の血液中lと菌が侵入して敗血症症状
を呈し，致死的lζ作用する有害菌であるが，重感染海
狽lζ於ては，致死的効果は発揮出来ず，海狽は順調
に発育した。その糞便内菌数は， L. bifidusが略
一定の菌数を維持するに対し， E. coli M 1 は次第
に減少の傾向を示し，腸管各部氏於ける菌数も L. 
bifidusが多く， E. coli M 1 は少なかった事より， 
L.bi五dusは E.coli M 1 と拾抗的に作用して，そ
の増殖を抑えているものと思われ，試験管内実験成
績と同様の結果が得られた。更に此の実験に於いて
注意しなければならない事は，後から投与した E. 
coli M 1が海狽l乙致死的効果を与えなかった点であ
る。 ζの事から腸内に侵入した有害菌である E
coli M 1が，腸管内において L.bifidus のために 
その発育が拾抗的に阻止されているのみならず， E. 
coli M1が腸管粘膜を通過して毛細血管或いはYン 
パ管に侵入することをも防禦しているものと考えら
れる。とのように考えてみると，生体に対する細菌
の初感染が，生体防禦能力増進上重大な影響を与え
ているものである事が知られる。
第V章総 括
著者は， HMCー2型無菌飼育装置を使用して海狽
の無菌飼育を行い， 生後 17日自にL.bifidus を
単感染させ，叉L.bifidusと E. coli M1 を重感
染させ，一方自然、海狽にも生後 20時間乃至 24時間
でL.bifidusを経口投与して，海演の発育状態，
一般状態を観察し，叉糞便内及び腸管各部繊毛間隙
内の菌数の消長を実c験検討した。
(1) L.bifidus単感染海狽に於ては，体重増加
JJf~).著明に上昇し，糞便性状も無菌海演に比べて良-
好であったから，L. bifidusは発育に対して有効的
であったと言える。 
(2) L.bifidusと E.coli M 1 重感染の場合，
無菌海漢に対しては有害的に働く 'E.coli M 1は， 
L.bifidus Iとより拾抗的lζ抑制され，海演に致命的
な障碍を与えなかった。 
(3) 自然海演は於ても， L.bifidus投与により 
E. coliの発育は抑えられて糞便内の E.coliは消
失したが，発育は良好であった。 
(4) 無菌海演の発育は， L.bifidus単感染海狽
及び重感染 (L.bifidus十E.coli M 1) 海猿より劣
っていた。 
(5) 栄養方面よりみると Bifidusfactorの他に， 
L.bifidusが発育に好影響を与えていると思われ
る。即ちL.bifidusは後から感染する有害菌の発
育を抑制する効果が著明である。 
(6) 糞便の pHについては，試験管内実験に於
てみられるような一定の傾向は認められなかった。
稿を終るに臨み，終始御懇篤なる御指導と御
校関を賜わった思師谷川教授に深甚の感謝を捧
げます。尚，共同して研究を行った田波助教授
に感謝し，併せて無菌飼育に援助協力下さった
教室員並びに技術員各位に厚く御礼申し上げま
す。
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